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論文内容の要旨 
＜背景・目的＞ 
 がんに対するバイオ医薬の新たな候補として、がん細胞を選択的に破壊する腫瘍溶解
性ウイルス療法が注目されている。欧米では、単純ヘルペスウイルス（HSV）を基盤と
する腫瘍溶解性ウイルスである talimogene laherparepvec（T-VEC）が 2015 年に医薬
品承認された。本邦においても、HSV を基盤とする腫瘍溶解性ウイルスである G47Δや
HF10 の第Ⅱ相臨床試験が進められている。 
 HSV は 152 kb の直鎖状二本鎖 DNA ウイルスゲノムを有し、正二十面体構造をとるカ
プシドに内包されており、カプシドの外側にはテグメントを有する。カプシドやテグメ
ントは宿主細胞由来の脂質二重膜（エンベロープ）で覆われており、12 種類の糖タンパ
ク質がエンベロープ上に表出している。HSV の細胞内侵入はエンベロープに表出する糖
タンパク質 B（gB）もしくは糖タンパク質 C が宿主細胞表面上のヘパラン硫酸と結合す
ることにより開始する。細胞表面に吸着した後、糖タンパク質 D（gD）が gD 受容体で
ある nectin-1 あるいは herpesvirus entry mediator（HVEM）に結合することにより gD
に構造変化が生じる。gD と受容体の結合がトリガーとなり、糖タンパク質 H と糖タンパ
ク質 L のヘテロ二量体が活性化し、gB がエンベロープと細胞膜の膜融合を生じさせるこ
とにより HSV が細胞内に侵入すると考えられている。gD と gD 受容体の結合は HSV の
細胞内侵入の成立に必須な要因の一つである。 
 本研究グループは gD の 38 番目のアミノ酸を変異させ、2 番目から 24 番目のアミノ酸
を epidermal growth factor receptor、carcinoembryonic antigen-related cell adhesion 
molecule 5 ならびに epithelial cell adhesion molecule を認識する単鎖抗体と置換するこ
とにより nectin-1 や HVEM を介しては侵入せず、単鎖抗体が特異的に認識する標的分
子を介してのみ細胞内侵入する receptor-retargeted oncolytic HSV（RR-oHSV）の作製
に成功している。RR-oHSV の適用を迅速に拡大するためには、HSV の細胞内侵入を仲介
する抗原・抗体セットを効率良く探索する方法の開発が求められる。そこで、本研究で
は抗体探索プローブとして抗体結合ドメインを gD に挿入した HSV を作製し、抗体スク
リーニング系の構築に取り組んだ。 
＜方法＞ 
U87 ヒト悪性神経膠腫細胞株を用いて免疫したマウスの脾細胞と P3U1 マウスミエロ
ーマ細胞株を polyethylene glycol 法により融合し、抗体産生ハイブリドーマライブラリ
ーを作製した。抗体結合ドメイン挿入型 HSV（KGNc2）を作製し、KGNc2 の細胞内侵
入を仲介する効率を指標に抗体クローンを選別・樹立した。免疫沈降法およびウエスタ
ンブロッティング法を用いて、抗原の分子量を決定した。分子量より予想した抗原候補
分子を強制発現させた細胞を作製し、抗体との結合能を評価した。抗体を単鎖抗体化し
て gD に挿入し、その単鎖抗体挿入型 gD を有する HSV を作製した。抗原を発現する細
胞と発現しない細胞株に感染させ、抗原特異的な細胞内侵入を評価した。 
＜結果＞ 
1. 抗体結合ドメイン挿入型 gD は細胞表面に局在し、抗体結合ドメインを介して抗体が
結合した 
 gD に挿入する抗体結合ドメインとして、抗体と結合する相同性の高い３つのドメイン
（C1、C2、C3）から構成されている連鎖球菌プロテイン G の抗体結合 C ドメインを用
いることとした。まずは、C ドメイン（3C）、C1、C2、C3 をそれぞれ挿入した gD（抗
体結合ドメイン挿入型 gD）が細胞表面に局在するか、抗体結合能を獲得できるか否かを
検討した。 
 各種 gD 変異体がエンベロープ上に表出するか否かを簡便に確認するために、各種 gD
変異体の細胞表面の発現を解析した。その結果、野生型 gD（gD wt）および各種 gD 変
異体が細胞表面に発現することが確認された。この結果は、抗体結合ドメイン挿入型 gD
がウイルスのエンベロープ上に表出しうることを示唆する。次に、細胞表面に発現した
抗体結合ドメイン挿入型 gD に抗体が結合するか否かをフローサイトメーターにより評
価した。その結果、抗体結合ドメイン挿入型 gD は抗体結合能を有することが示唆された。 
 抗体結合型 gD の抗体への結合が、gD に挿入した抗体結合ドメインを介した結合であ
るか否かを解析するために、IgG との結合領域が解明されている C2 ドメインの抗体結合
領域（E27、K28、K31、Q32、N35、D40、E42、W45）をアラニンに置換した変異 C2
ドメイン（C2mut）を作製した。抗体との結合能が著しく低下することを期待して、C2mut
を挿入した抗体非結合型 gD（gDc2mut）を作製した。細胞表面における gDc2mut の局
在および抗体との結合能を、フローサイトメーターを用いて解析した結果、gDc2mut は
細胞表面に発現する一方で、抗体は結合しなかった。以上のことから、gDc2 は C2 ドメ
インを介して抗体が結合していることが示唆された。 
2. gDc2 を有する HSV および gDc2mut を有する HSV を作製した 
これまでの解析により、gDc2 は細胞表面に局在し、かつ C2 ドメインを介して抗体に
結合することが示唆された。そこで、gDc2 を有する組換え HSV（KGNc2）および
gDc2mut を有する組換え HSV（KGNc2mut）を作製した。KGNc2 および KGNc2mut
は、レポーター遺伝子として enhanced green fluorescent protein（EGFP）の発現カセ
ットが搭載されており、細胞内侵入効率を促進する変異（gB:D285N/A549T）を有する
HSV（KGN）の gD wt を gDc2 あるいは gDc2mut の配列に組換えたウイルスゲノムを
有する。 
3. KGNc2 の gD 受容体を介した細胞内侵入は顕著に低下した 
 抗体スクリーニングにおいてはバックグラウンドを抑えることが極めて重要である。
そこで、KGNc2 および KGNc2mut の gD 受容体（HVEM および nectin-1）を介した細
胞内侵入効率を評価することとした。KGN および KGNc2 のゲノムコピー数を定量的
PCR により測定し、B16 細胞、HVEM あるいは nectin-1 を強制発現させた B16 細胞
（B16-HVEM、B16-nectin-1）に感染させた。その結果、KGNc2 は gD 受容体を介した
細胞内侵入効率の低下が観察された。 
4. KGNc2 は抗原抗体依存的に細胞内侵入した 
KGNc2 を抗体探索プローブとして用いるためには、抗原抗体依存的に細胞内侵入でき
る特性を有することが必須である。KGNc2 が抗原抗体依存的に細胞内侵入するか否かを
検討するために、B16 細胞および EpCAM を強制発現させた B16 細胞（B16-EpCAM）
に対して、抗体非存在下、抗 EpCAM 抗体および陰性対照抗体存在下で KGNc2 あるい
は KGNc2mut を感染させた。本検討で用いた抗 EpCAM 抗体（MY24）は、RR-oHSV
への応用が可能であることがすでに証明されている。その結果、B16-EpCAM に MY24
抗体存在下で KGNc2 を感染させた場合においてのみ、KGNc2 の細胞内侵入が認められ
た。このことから KGNc2 は抗原抗体依存的に細胞内侵入することが示唆された。 
5. KGNc2 の細胞内侵入を仲介する U#1 抗体を樹立した 
KGNc2 は gD 受容体を介した細胞内侵入効率が顕著に低下しており、抗原抗体依存的
に細胞内侵入することが明らかとなった。そこで、KGNc2 を抗体探索プローブとして用
いた抗体スクリーニングを施行したところ、U#1 抗体が選別・樹立された。 
 gDc2 に結合した U#1 抗体が U87 細胞に発現する抗原を認識し、かつ KGNc2 の細胞
内侵入を仲介することを確認するために、まず U#1 抗体と U87 細胞の結合能をフローサ
イトメトリー解析により評価した。その結果、U#1 抗体は U87 細胞に結合した。次に、
gDc2 に結合した U#1 抗体が KGNc2 の U87 細胞への細胞内侵入を仲介するか否かを検
討するために、KGNc2 および KGNc2mut を U#1 抗体および陰性対照抗体存在下で U87
細胞に感染させた。その結果、U#1 抗体存在下で KGNc2 を感染させた際においてのみ
KGNc2 の細胞内侵入が認められた。 
6. U#1 抗体の抗原は epiregulin であった 
U#1 抗体の抗原を同定するために、細胞表面の分子をビオチン標識した U87 細胞より
調製したタンパク質抽出液を用いて U#1 抗体による免疫沈降を施行した結果、17 kDa
および 27 kDa にバンドが検出された。すでに本研究グループにおいて別の抗体スクリー
ニングで選別・樹立した抗 epiregulin（EREG）抗体と U#1 抗体による免疫沈降で検出
された抗原バンドが類似していたことから、U#1抗体の抗原がEREGであると予測した。
U#1 抗体の抗原が EREG であるか否かを解析するために、U#1 抗体および陰性対照抗体
と、B16 細胞および EREG を強制発現させた B16 細胞（B16-EREG）の結合能をフロ
ーサイトメトリー解析により評価した。その結果、B16 細胞においては U#1 抗体は結合
しない一方で、B16-EREG 細胞に結合した。このことから、U#1 抗体の抗原は EREG
であることが示唆された。 
 U#1抗体がEREGを介したKGNc2の細胞内侵入を仲介するか否かを検討するために、
B16 細胞および B16-EREG 細胞に対して、陰性対照抗体および U#1 抗体存在下で
KGNc2 および KGNc2mut を感染させた。その結果、B16-EREG 細胞に対して U#1 抗
体存在下で KGNc2 を感染させた際においてのみ KGNc2 の細胞内侵入が認められた。こ
のことから、U#1 抗体は EREG を介した KGNc2 の細胞内侵入を仲介することが示唆さ
れた。 
7. EREG 標的化 HSV は EREG を介して細胞内侵入した 
 U#1 抗体の RR-oHSV への応用の可否を検討するために、単鎖抗体化した U#1 を挿入
した gD（gDscU#1）を有する RR-oHSV（KGNEreg）を作製した。 
 gDscU#1 が HSV の細胞内侵入を成立させるか否かを検討するために、KGNEreg およ
び EpCAM 標的化 HSV（KGNEp）を U87 細胞に感染させた。U87 細胞は EpCAM を
細胞表面に発現しない細胞株である。その結果、KGNEp と比較して KGNEreg を感染
させた U87 細胞において、より多数の EGFP 陽性細胞が検出された。 
 gDscU#1 に挿入した単鎖抗体が EREG に結合することにより KGNEreg の細胞内侵
入を成立させたのか否かを検討するために、U87 細胞に対して U#1 抗体あるいは陰性対
照抗体存在下で KGNEreg を感染させた。陰性対照抗体存在下で KGNEreg を感染させ
た結果、抗体濃度に依存せず同程度の EGFP 陽性細胞が検出された。陰性対照抗体によ
る細胞内侵入の阻害は生じなかったことが示唆された。一方、U#1 抗体存在下では抗体
濃度に依存してEGFP陽性細胞数が減少した。この結果から、U87細胞に発現するEREG
を介して KGNEreg は細胞内侵入していることが示唆された。 
 KGNEreg の細胞内侵入の抗原特異性を評価するために、B16-EpCAM 細胞および
B16-EREG細胞にKGNEpおよびKGNEregを感染させた。KGNEpを感染させた結果、
B16-EpCAM 細胞においては EGFP 陽性細胞が検出された一方で、B16-EREG 細胞にお
いては、EGFP 陽性細胞は検出されなかった。これとは逆に、KGNEreg を感染させた結
果、B16-EpCAM 細胞においては EGFP 陽性細胞が検出されなかった一方で、B16-EREG
細胞において EGFP 陽性細胞が検出された。このことから、KGNEreg は EREG 特異的
に細胞内侵入することが強く示唆された。 
＜考察＞ 
 RR-oHSV に応用する抗体には、単鎖抗体化して gD に挿入した際に抗原との結合能を
維持し、かつRR-oHSVの細胞内侵入を仲介する特性が求められる。単鎖抗体がRR-oHSV
の細胞内侵入を仲介するか否かを規定する因子は不明である。そこで、我々は HSV を基
盤とした抗体探索プローブ（KGNc2）を作製し、抗体スクリーニングを施行した。KGNc2
の細胞内侵入を仲介した U#1 抗体より作製した HSV（KGNEreg）は EREG を介して細
胞内侵入したことから、U#1抗体はRR-oHSVに応用可能であることが明らかとなった。
また、RR-oHSV へ応用可能であることがすでに確認されていた抗 EpCAM 抗体 MY24
も KGNc2 の細胞内侵入を仲介する特性を有することが判明した。これらの結果より、
KGNc2 の細胞内侵入を仲介する特性を有するか否かを評価することによりその抗体が
RR-oHSV に応用可能であるか否かを予測しうる可能性が示唆された。 
 以上のことから、KGNc2 を抗体探索プローブに用いることにより RR-oHSV に好適な
抗原・抗体セットを効率良く探索することが可能であることが期待される。 
 審査結果の要旨 
 
 近年、単純ヘルペスウイルス（HSV）を用いた腫瘍溶解性ウイルス療法の開発が進
められている。最近、池田さんの所属する研究グループでは、がん細胞表面に発現す
るタンパク質を認識するモノクローナル抗体を樹立し、これを HSVに搭載することに
より、がん細胞に効率よく感染する組み換えウイルスの作製に成功した。この受容体
標的化 HSV を様々なタイプのがんの治療へと応用していくためには、受容体標的化
HSV に適用可能なモノクローナル抗体を作製する必要がある。しかし、このような抗
体を得ることは容易ではなく、目的にあった抗体を効率良く選別するスクリーニング
系の開発が望まれている。本研究で池田さんは、抗体結合ドメインを有する HSVを作
製し、これを用いた新規抗体スクリーニング系の構築とその有用性の検討を行った。 
 本研究では、最初に、連鎖球菌の抗体結合ドメインを搭載した変異 HSV を作製し、
このウイルスに抗体結合ドメインを介して、抗体が結合することを確認した。さらに、
この変異 HSVに抗 EpCAM抗体を結合させると、HSVが EpCAM発現細胞特異的に細胞内
に侵入することを見いだした。次に、この変異 HSVを用いた抗体スクリーニングによ
り、HSV の細胞内侵入を仲介する抗体の樹立を試みた。その結果、細胞内侵入を媒介
する U#1モノクローナル抗体を樹立することができた。この抗体を用いた免疫沈降実
験の結果、U#1抗体は epiregulinを認識することが明らかとなった。実際、U#1抗体
を結合した変異 HSV は、epiregulin 発現細胞に特異的に侵入することが確認された。
さらに、この抗体の遺伝子から作製した単鎖抗体を搭載した受容体標的化 HSV が、
epiregulinを発現するがん細胞に、選択的に細胞内侵入することを示した。これらの
結果から、池田さんが構築した抗体スクリーニング法は、腫瘍溶解性 HSVに適応可能
な抗原•抗体の選択法として、極めて有用であることが証明された。本方法は、今後
の腫瘍溶解性ウイルス療法開発に大きく貢献することが期待される。 
 これらの成果および質疑応答は、博士（生命科学）の審査の基準を十分満たしてお
り学位に値すると判断した。 
